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Abstract of EP0350374 

In a process for preparing micro-organisms incorporated within at least partially dehydrated gels, a) the 
micro-organisms are incorporated in a polymer solution capable of forming a gel; b) the solution 
containing the micro-organisms is gelled to form a gel in which the micro-organisms are incorporated; c) 
the gel in which the micro-organisms are incorporated is dried to obtain at least partially dehydrated gel. 
The process is characterized in that gels in which micro-organisms having a high concentration of 
hydrophilic substances are prepared and then subjected to said drying step. This is preferably effected; by 
soaking the gel in a solution of hydrophilic substances having said high concentration until equilibrium is 
attained, and then subjecting the gel to said drying step. The gels obtained, in which the micro-organisms 
are incorporated, have a high concentration of hydrophilic substances and enhanced viability after 
rehydration. 
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@ Proc6dd de preparation de micro-organismes Indus dans des gels sensiblement d6shydrat§5, gels obtenus et ieur 
utilisation pour la prdparation de bolesons fermentdee. 

@ L'invention concerne un proc6d6 de preparation de 
micro-organismes Indus dans des gels au moins partiellement 
dSshydrates. 
Ce proc6d6 comprend : 

a) I'inclusion de mlcro-organismes dans une solution de 
polymdre susceptible de se transformer en gel ; 

b) ia geiification de cette solution contenant les 
micro-organismes de manidre ^ former un gel incluant les 
mlcro-organismes ; et 

c) le s6chage de ce tel incluant les mlcro-organismes. 
pour obtenir un gel au moins partiellement d§shydrat6, 
caract6ris6 en ce qu'on prepare des gels incluant les 
micro-organismes ayant une forte concentration en subs- 
tances hydrophiles que I'on soumet ensuite a ladite etape 
de s6chage. De pr6f6rence, ceci est obtenu par trempage 
du gel dans une solution de substances hydrophiles ayant 
h ladite forte concentration, jusqu'^ i'Squilibre, puis en 
soumettant le gel 4 1'^tape de s6chage pr^citee. 

Les gels obtenus. incluant des micro-organismes, ayant une 
forte concentration en substances hydrophiles prdsentent une 
viabiiite am6nor6e aprds r6hydratatlon. 
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Description 

Proc6d6 de preparation de micro-organismes Indus dans des gets senslbiement d§shydrates. gels obtenus et leur 
utilisation pour la preparation de bolssons ferment^es. 



La presente invention concerne essentieliement 
un proc6d6 de preparation de mIcro-organismes 5 
inclus dans des gels senslbiement deshydrates, gels 
obtenus et leur utilisation pour la preparation de 
boissons fermentees. 

La presente Invention a ete realisee dans le cadre 
du laboratoire de microbiologie de TEcole Nationale 10 
Sup6rleure de Biologie Appiiquee a la Nutrition et a 
I'Alimentation (ENSBANA). 

Dans retat de la technique antferleure. 11 est connu 
que les micro-organismes lmmobills6s peuvent 
servir a I'elaboration de boissons fermentees telles 15 
que le vin et la blere (FR-A-2 320 349 et 
FR-A-2 359 202). On a egalement propose leur 
utilisation pour la champagnisation classique (FR- 
A-2 432 045) ainsi que pour la fabrication de 
boissons petlllantes k degre d'alcool variable (FR- 20 
A-2 601 687). Ces publications, ainsi que d'autres 
(notamment JP-A-57-150 385 ou EP-A-173 915) ont 
soullgne les performances des r6acteurs k cellules 
immobilisees. 

Ces techniques ont rendu possible la realisation 25 
des fermentations avec des melanges de micro-or- 
ganismes de diff6rentes catigories (melange de 
bacterles lactiques et melange de levures). 

Cependant. la mise en oeuvre du proc6de au 
niveau industriel s'est heurt6e a la difficult^ de 30 
disposer de particules pouvant se conserver pen- 
dant une dur6e importante. 

Les micro-organismes sous forme incluse peu- 
vent etre utilises sans balsse notable d'activlt6 sur 
de longues periodes lorsqu'on respecte la nutrition 35 
des micro-organismes concernfes. 

On a pu constater une toxicite des produits de 
fermentation qui entraine un vieillissement partlel 
des cellules (article de DIVIES et al. dans Annales de 
microbiologie, 1977. pages 349-358). 40 

II a done 6te pr6f6re dans ce cas precis d'utiliser 
une batterie de rfeacteur a duree de vie d6tennlnee 
et de proc6der au renouvellement partiel de maniere 
programm^e des particules microbiennes. 

Des problemes de resistance mecanique du gel 45 
ont pu egalement surgir et sent dfecrits dans 
jp.A-57-150 385. 

II apparait done crucial au niveau industriel de 
pianifier I'elaboration des particules d'inclusion des 
micro-organismes et d*en centraliser la production. 50 
II est egalement necessaire d'obtenir une inclusion 
des micro-organismes dans les gels qui leur assure 
une excellente vlablllte au cours du temps. 

Or, ii est apparu que les micro-organismes inclus 
dans des gels 6taient tr6s sensibles et supportaient 55 
difficilement une conservation pendant une p6riode 
de temps prolongee. 

Pour remedier a cet inconvenient de la conserva- 
tion, on a d6j& propos6 des proc6d§s de conserva- 
tion Incluant un s6chage. 60 

Les preparations commerclales de micro-orga- 
nismes inclus dans des gels sfeches dolvent Stre 
naturellement aptes ^ une rehydratatlon et conser- 



ver une excellente viabilite apr§s rehydration. 

Certaines solutions ont ete proposees permettant 
une conservation sur des p6riodes pouvant atteln- 
dre 6 mois a 1 an dans un emballage protecteur a 
temperature relativement basse de 4 ^ 10°C (voir 
BECKER et RAPOPORT dans Advances In Bioche- 
mical Engineering and Biotechnology. Volume 35, 
1987. pages 128 a 171). 

Le document TATE EP-A-0 065 376 decrit un 
precede de preparation d'enzymes immobilises 
dans un gel qui est ensuite eventuellement seche. et 
apres sechage, mis en contact avec du glycerol 
(page 10, 2eme paragraphe et revendicatlon 3). Une 
mise en contact apres sechage ne permet pas de 
conserver la structure du gel, ce qui rend difficile sa 
rehydratatlon, probleme qui est resolu par la pre- 
sente invention qui sera decrite plus loin. 

Le document FR-A-2 519 022 decrit un procede 
de preparation d'inoculums a longue viabilite et 
ayant une resistance a la temperature amelioree 
comprenant un sechage des micro-organismes 
selon divers precedes de sechage. Ce document 
decrit egalement dans sa partie introductive de 
nombreux documents de la technique anterieure 
relatlfs a un sechage de gels incluant des micro-or- 
ganismes. 

Selon ce document FR-A-2 519 022, on realise au 
depart une culture de micro-organismes dans un 
milieu de culture classique pendant plusleurs jours. 

A ce milieu de culture, on peut ajouter un 
polymers gelifiable pouvant etre un polysaccharide, 
du xanthane ou un alginate. 

Apres geliflcation permettant de r6aliser I'inclu- 
sion d'un micro-organlsme dans le milieu de culture, 
on procede e un sechage jusqu'e obtention d'une 
activite de Teau dans I'lnoculum en dessous de sa 
valeur critique a une valeur inferieure a 0,5, cette 
valeur etant maintenue lors de la conservation (voir 
revendicatlon 1 notamment). De preference, I'acti- 
vite de I'eau dans Tinoculum est maintenue en-des- 
sous de 0,3 et encore de preference en-dessous de 
0,1 (revendicatlon 2). 

II est e observer que selon ce document on ne 
s'attache pas au probieme particulier de la rehydra- 
tatlon du gel senslbiement deshydrate ou s6ch6. de 
manl6re a obtenir des gels rehydrates ayant une 
structure sensiblement identlque a celle qu'ils 
possedaient avant leur deshydratation. 

Or. I'experience a montre que les particules 
deshydratees ou sechees obtenues par le procede 
decrit dans ce document se rehydratent tres 
difficilement Dans le meilleur des cas, en presence 
de milieu de culture, la rehydratatlon reste limit6e 
avec 20 o/o d'humidite, les particules restant toujours 
trds petites, fietrles, non calibrees et tres dures. 

Si I'on realise une supplementation en substances 
hydrophiles telles que les carraghenanes ou la farine 
de caroube, on provoque une fragllisation du gel 
sans amelioration de la rehydratation du polymers 
geilfie. et ceci est partlculierement vrai dans le cas 
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de Templol .d*un alginate. Dans le meilleur des cas, 
on peut obtenir des viabilit§s de quelques pour-cent 
fncompatlbles avec une utilisation Industrlelle. 

!i apparaTt done n^cessaire de disposer de gels 
facllement r6hydratables comprenant un maximum 
de micro-organismes vlables aprds rShydratation, et 
cecl mime apr^s une longue p§riode de stockage. 

La prdsente invention a done pour but de 
rSsoudre le nouveau probteme technique consistant 
en la fourniture d'une solution permettant de 
disposer de gels s6ch6s ou essentiellement deshy- 
drates, facllement r^hydratables, comprenant un 
maximum de micro-organismes vlables apres r6hy- 
dratation, et ce m§me aprds une p6riode prolongee 
de conservation. 

La pr6sente invention a aussi pour but de 
r6soudre le nouveau probl6me technique consistant 
en la fourniture d'une solution permettant de 
disposer de gel, comprenant un maximum de 
micro-organismes viables apr6s r6hydratation, 
conservant une structure essentiellement inchangde 
du gel aprSs r^hydratation, assurant une bonne 
stability de ce gel compatible avec une utilisation 
industrielie du gel rihydrati. 

Ces probl^mes techniques sent resoius simulta- 
nement pour la premiere fois par la presente 
invention d'une mani6re extremement simple, utili- 
sable a l'6chelle industrlelle. 

Ainsi, selon un premier aspect, la pr6sente 
invention fournit un proced6 de preparation de 
micro-organismes Indus dans des gels au molns 
partiellement deshydrates pr6sentant une viability 
am6lior6e aprds r6hydratation, comprenant : 

a) Tinclusion de micro-organismes dans une 
solution de polym^re susceptible de se trans- 
former en gel ; 

b) la g^ilfication de cette solution contenant 
les micro-organismes de maniSre ^ former un 
gel incluant les micro-organismes ; et 

c) le s6chage de ce gel incluant les micro-or- 
ganismes, pour obtenir un gel au moins partiel- 
lement deshydrate. caract6rls6 en ce qu'on 
prepare des gels incluant les micro-organismes 
ayant une forte concentration en substances 
hydrophiles que Ton soumet ensulte k ladite 
Stape de sechage. 

On entend par "forte concentration", une concen- 
tration en substances hydrophiles nettement sup6r- 
ieure k la concentration d'utilisation habituelie de 
cette substance comme agent de protection de 
sichage. De pr6f6rence. cette concentration en 
substances hydrophiles est au molns deux fois la 
concentration habituelie. encore mieux au moins 
cinq fois la concentration habituelie. 

Selon une autre caractirlstique avantageuse du 
precede selon I'Invention, la substance hydrophile 
pr6cit6e est d'un faible poids mol6culaire. Cette 
substance hydrophile est de pr6f6renee choisie 
parmi les polyols tels que le sorbitol, Tinositol, le 
glycerol ; les sucres tels que le saccharose, le 
glucose, le fructose. Le saccharose constitue le 
Sucre particuli^rement pr6f6r6 car 11 permet d'obte- 
nir des r6sultats particuiidrement inattendus. 

Selon un mode de realisation particuli6rement 
avantageux du procid^ selon Tinvention, la concen- 



tration en saccharose est au moins egale a 500 g/l, 
de preference environ 1 000 g/l de solution de 
polymere susceptible de se transformer en gel. 
Selon une autre caract6rlstique avantageuse du 
5 precede selon rinvention, on realise une culture des 
cellules de micro-organismes jusqu'a obtentlon de 
la phase stationnaire, ce qui correspond en particu- 
lier pour les levures a un faible taux de bourgeonne- 
ment ou d'Initiation de division. De preference, ce 

10 faible taux de bourgeonnement est Inferieur a 5 %. 
Cecl permet d'augmenter de maniere inattendue la 
viablllte des cellules de micro-organismes, et en 
particulier dans le cas des levures. 
Selon une autre caracteristique avantageuse du- 

15 precede selon I'Invention, on prepare un gel ayant 
une structure double couche comprenant une 
couche interne ou noyau de gel contenant les 
cellules de micro-organismes et une couche externe 
ou enveloppe de gel sensiblement exempt de 

20 micro-organismes. Ce gel peut presenter la forme 
soit de billes, solt de fibres, comme cela est bien 
connu dans les techniques de gellfication. 

Pour realiser un gel ayant une structure double 
couche, on peut utillser les precedes anterleure- 

25 ment connus. tels que decrits par exemple dans le 
document JP-A-57-150 386 en utilisant de prefe- 
rence le precede decrit dans ce document qui 
consiste a former la couche externe ou enveloppe 
avec une solution gellfiable. On peut egalement 

30 utillser la technique decrlte dans le document 
GB-A-1 158 662 ou US-A-4 386 895 ou 
US-A-3 396 116. ou encore EP-A-0 140 336 ou 
US-A-3 015 128 ou US-A-3 310 612 ou encore les 
techniques de preparation d 'inclusion decrites dans 

35 un article de P.G. Krouvel dans Biotechnology and 
bioengineering (1980), volume 22, page 681 ou le 
document Microcapsule processing and technology 
(Asaji Kendo) 1979, pages 62 6 66. 
Selon une caracteristique particulierement avan- 

40 tageuse du precede selon rinvention, repaisseur de 
la couche externe ou enveloppe, dans le cas de 
billes ayant un diametre d'envlron 4 mm, est 
inferieure a 0,8 mm. 
Selon une autre caracteristique avantageuse du 

45 precede selon I'Invention, on obtient la forte concen- 
tration en substances hydrophiles precitee dans le 
gel par trempage du gel dans une solution de 
substances hydrophiles ayant ladite forte concentra- 
tion, jusqu'a requllibre. puis en soumettant le gel d 

50 retape de sechage precitee. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du 
precede selon I'Invention, on realise un sechage du 
gel Incluant les micro-organismes, ayant la forte 
concentration precitee en substances hydrophiles, 

55 jusqu*d obtentlon d'une actlvite de Teau inferieure ^ 
environ 0,5. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du 
precede selon rinvention, on realise le sechage 
precite k une temperature volsine de 40°C et de 
60 preference on augmente la temperature jusqu'^ 
atteindre environ 50°C en fin de sechage. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du 
precede selon rinvention, on realise le sechage 
precite du gel Incluant les micro-organismes, com- 
65 prenant une forte concentration en substances 
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hydrophiles. dans un lit fluidis6. 

Seton une autre caracteristique du proced6 selon 
I'invention, on realise un s6chage du gel contenant 
les micro-organismes, comprenant la forte concen- 
tration precitee en substances hydrophiles par une 
technique de lyophilisation sous vide, de preference 
la temperature de lyophilisation est de I'ordre de 
-SO^C ± 10°C environ. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du 
procede selon I'invention, on conserve le gel 
contenant les micro-organismes, comprenant la 
forte concentration en substances hydrophiles pre- 
citee. au moins partlellement deshydratees, dans un 
emballage etanche ^ la vapeur d'eau, qui est de 
preference maintenu a une temp§rature relativement 
basse, de preference d*environ 4®C. 

Selon une caracteristique pr6f6r6e. cette conser- 
vation a lieu dans une atmosphere contrdlSe tres 
appauvrie en oxygSne et enrlchie en CO2. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du 
procede selon I'invention, les micro-organismes 
sent des levures, en particulier du genre Saccharo- 
myces et Schizosaccharomyces. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention 
concerne aussi I'utillsation des gels Incluant des 
micro-organismes, au moins partlellement deshy- 
drates precltes, pour la preparation de boissons 
fermentees ou referment6es, ainsi que pour la 
preparation d'alcool ethylique. 

La presente invention concerne egalement les 
gels incluant les micro-organismes, ayant la forte 
concentration preclt6e en substances hydrophiles. 
a titre de produit nouveau. 6ventuellement & un 6tat 
rehydrate. 

L'invention permet d'aboutlr aux resultats techni- 
ques inattendus, non evidents pr6cedemment men- 
tionnes, en resolvant les nouveaux probiemes 
techniques precfedemment enonces en d6couvrant 
de maniere inattendue que I'on pouvait conserver a 
la fois la structure des gels et la vlabilite des 
micro-organismes si Ton utilisait une forte concen- 
tration en substances hydrophiles. Comme 11 a ete 
mentionne prec6demment. ces substances hydro- 
philes sont de preference cholsies parmi les polyols 
tels que le sorbitol, I'inositol, le glycerol ; les sucres, 
en particulier le saccharose, le glucose, le fructose ; 
le Sucre davantage pretere actuellement est le 
saccharose. La forte concentration en saccharose 
est de preference d'au moins 500 g/l. encore de 
preference environ 1 000 g/l de solution de polymere 
susceptible de se transformer en gel. 

On obtlent ainsi des gels au moins partlellement 
deshydrates aisement rehydratables, mSme aprfes 
une periode prolongee de conservation. 

Les conditions generates du precede de prepara- 
tion des gels au moins partlellement deshydrates, 
incluant les micro-organismes, sont les suivantes ; 

a) on realise tout d'abord une culture des 
micro-organismes dans un milieu de culture appro- 
prie contenant une source de carbone, en particulier 
des hydrates de carbone. jusqu'i obtention de la 
phase stationnaire, ce qui correspond en particulier 
pour les levures e un taible taux de bourgeonnement 
ou de division cellulaire. qui est de preference 
inferieur e 5 ^0. 



b) On realise une inclusion des micro-organismes 
presents dans le milieu de culture dans un polymere 
aisement geiifiable ou solldifiable, comme cela est 
classique. 

5 Cette inclusion peut §tre faite par la technique 
classique de formation de gouttelettes de maniere a 
obtenlr des bllles de gel incluant les micro-orga- 
nismes. 

De preference, seion I'invention, on realise une 
10 inclusion a double couche de maniere k obtenlr une 
couche exterieure ou enveioppe protectrice de gel 
sensiblement exempt de cellules de micro-orga- 
nismes. 

c) Le gel ainsi forme, notamment sous forme de 
15 bllles ou de fibres, est trempe dans une solution 

contenant une forte concentration en substances 
hydrophiles, telle que precedemment definie, consti- 
tuee de preference par un sucre. 
Dans le cas de I'emploi de saccharose, la 

20 concentration en substances hydrophiles est de 
preference au moins egale a 500 g/l. encore mieux 
environ 1 000 g/l de solution de polymere. 

Ce trempage est reallise ]usqu*d obtention d*un 
equillbre entre la solution et le gel. 

25 d) On procede ensuite au s6chage de ce gel ainsi 
trempe, apres separation de celui-ci de la solution 
contenant les substances hydrophiles precitees en 
utilisant tout traitement de sechage approprie 
anterieurement connu. 

30 On peut utiliser par exemple la technique du lit 
fluldlse, la lyophilisation ou encore une enceinte de 
deshydratation contenant un sel de deshydratatlon. 

e) On peut ensuite conserver le gel incluant un 
niicro-organlsme» au moins partlellement deshy- 

35 drate, sous atmosphere enrichie en CO2. 

f) Les particules peuvent ensuite etre rehydratees 
selon la methodologle habltuellement utilisee pour 
les levures seches dejli commerclallsees, en vue de 
leur utilisation. 

40 D'autres buts, caracteristiques et avantages de 
I'invention apparaitront clairement a la lumiere de la 
description explicative qui va suivre faite en refe- 
rence aux exemples de realisation ci-apres en 
correlation avec les figures annexees. Ces exemples 

45 sont naturellement donnes simplement a titre d'lllus- 
tration de I'invention et ne sauraient done en aucune 
fagon etre Interpretes comme constituent une 
limitation de ia portee de I'invention. Dans la 
presente description et les exemples, tous les 

50 pourcentages sont donnes en polds, sauf indication 
contraire. 

Exemple I : Preparation de gel selon i'invention au 
moins partlellement d6shydrate en utilisant comme 
55 micro-organlsme une souche de Saccharomyces 
Cerevisiae 

Dans cet exemple, on utilise comme souche de 
micro-organismes, une souche de Saccharomyces 
Cerevisiae. 

60 On utilise comme milieu de culture un Malt 
Wicl<erham a 10 g/l de glucose comme source 
hydrocarbonee. 

On cuitlve les levures en erienmeyer sur une table 
d'agitation k 28®C et on effectue une recolte apres 

65 32 h de culture k un stade oil les micro-organismes 
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ont un falble taux de bourgeonnement, n'excedant 
pas de pr6f6rence 5 o/o, et une teneur en substances 
de reserve glycog^ne et trehalose ici respective- 
ment de 15 et Bo/o par dosage d'apres les 
techniques d6crites par HERBERT et al. dans 
Methods in Microbiology. Volume 5B. 1971. pages 
210 a 344. 

On peut obtenir selon une variante, dans ies 
m^mes conditions de culture, des taux en subs- 
tances de reserve sup6rleurs, par exemple giyco- 
g^ne environ 22o/o et trehalose environ IS'Wo en 
utilisant du Malt Wickerham modifi6. 

On centrifuge le milieu de culture de manidre k 
s6parer les micro-organismes que Ton met ensuite 
en suspension dans une solution aqueuse. Celle-ci 
est m6langee ensuite dans une solution aqueuse 
d'alginate de sodium "CECA SG 1100" de mani6re k 
obtenir une solution finale a 1,5 o/o. 

Le m6lange est ensuite pomp6 et goutt6 dans une 
solution de CaCl2 0.2M a pH = 7. 

Aprds 45 min de contact, les particules durcies, se 
prSsentant sous forme de biltes d'alginate de 
calcium Incluant les cellules de micro-organismes, 
sont rincSes k I'eau distill6e et prSsentent un 
diamitre moyen de 2,7 mm. Ces billes contiennent 
environ 5.10^ cellules de micro-organismes/ml de 
billes si ces preparations sont destinies k une prise 
de mousse selon la technique champenoise, ou 
2.10^ cellules/ml de billes pour des proc6d6s de 
fermentation alcoolique (reaction en cuves closes 
ou batches d'obtention de boissons fermentees ou 
de production d'fethanol). 

Selon une caract6ristique essentielle du proc6d6 
selon I'invention, aprds formation de ces billes. on 
trempe ces billes incluant ies micro-organismes 
dans une solution contenant une forte concentration 
en substances hydrophiles de falble poids moldcu- 
laire, ici constitute par une solution de saccharose 
ayant une concentration de 100 g/100 ml. Cette 
immersion des billes dans cette solution de saccha- 
rose est maintenue jusqu'4 obtention d'un fequilibre 
de mani^re k obtenir une concentration finale dans 
ies billes de saccharose dgale k environ 100 g/100 ml 
de gel. 

On peut 6galement utiliser, au lieu du saccharose, 
d'autres sucres tels que glucose ou le fructose. On 
peut egalement utiliser des substances hydrophiles 
pr§sentant une structure vitreuse aprds d^shydrata- 
tlon comme le sorbitol, le glycerol, Tinositol. 

Les particules alnsi Impr6gn6es sont 6goutt6es 
puis Introdultes dans un sdcheur k lit fluidis6 par 
exemple type RETSCH disponlble chez Bioblock 
Scientifics. pr6sente au catalogue 1988 en page 152. 
4 flux d'air et temp6ratures programmables entre 
900-1 800 l/min et 40-1 20°C respectivement. 

Les isothermes de desorption des billes sans Ies 
substances hydrophiles protectrices selon inven- 
tion, et contenant en tant que substances hydro- 
philes protectrices selon I'invention du saccharose 
et du sorbitol k la concentration de 100 g/100 ml 
sont rapport6es a ia figure 1. 

L'6quillbre des billes est obtenu par d6sorption 
sous differentes atmospheres contr6l6es par des 
solutions satur6es k 25°C. 

A la figure 2. on a trac§ la courbe de stchage 



realisee a 40°C en utilisant de Tair amblant (humidite 

relative volsine de 65 o/o). 
Selon une caracteristique avantageuse, on attelnt 

une activite de I'eau aw egale a environ 0,2 en 
5 utilisant de Tair plus sec ou encore une temperature 

de s6chage plus elevee. L'experience a montr^ que 

les cellules de micro-organismes conservaient leur 

vlabilite si en fin de d6shydratation on augmentait la 

temperature a environ 50°C. 
10 On a rapport6 au tableau 1 ci-apres les viabllites 

observees lors de deux traitements de deshydrata- 

tlon par lit fluidist Jusqu'4 obtention d'une activity de 

Teau comprise entre 0.3 et 0,4. 

15 Tableau 1 

0/0 de viabllites observees au cours de deux 
traitements de s6chage a 40° C en fonction de 
I'etat de la culture 

20 

Stadedela R6colte Avant Apres 
culture sechage s6chage 

Debut de 99 99 < 25 

phase 

station- 

naire 25 % 

bourgeons 

32 h de 99 99 > 90 

culture 

30/0 

bourgeons 

Les mesures de viabilite ont 6te effectuees apres 
35 rehydratation des billes ou particules dans une 
solution de saccharose k 24 g/1 {qui est proche de la 
composition du vin) pendant 1 h a la temperature 
ambiante (25°C) en milieu agite. 
Les billes qui 6talent translucides au depart 
40 redevlennent opaques aprds la rehydratation. 

La teneur en eau finale est identique apres 
rehydratation a la teneur en eau initiale. 

On realise une redlssolution des billes par I'emploi 
d'une solution sterile de citrate de sodium glucosee 
45 ayant la composition sulvante : 



Peptone pancreatlque 1.2 g 

Glucose 10 g 

NaCI 10 g 

Trisodium citrate 20 g 

Eau distillee q.s.p 1 000 ml 



On observe que les levures obtenues presentent 
55 une remarquable stabllite en pots scelles a tempera- 
ture ambiante puisque apres 16 jours de conserva- 
tion, on obtient 86 o/o de viabilite et apr^s 2 mols, la 
vlabilite reste superleure k 50 o/o. 
II est a noter en outre qu'un abaissement de la 
60 temperature de stockage k 4''C permet de malntenir 
une viabilite superleure k 90 o/o apres la meme 
periode de stockage. 

Egalement, Tutilisation dans une atmosphere de 
conservation essentiellement k base de CO2, k 
65 temperature ambiante, am6liore la survie puisqu'on 
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obtlent apr6s 17 jours de conservation, des mlcro- 
organlsmes. id des levures, pr6sentant 94 o/o d'actl- 

vite. 

Des reprises en vin de base dans le proc§d6 sont 
tout a fait satisfaisantes. 

Une courbe d'6volution de ia pression r6a]ls6e a 
I'aide de bllles s6ch§es ou d6shydrat6es selon 
I'inventlon inclut des levures qui ont 6t6 cultiv6es 
jusqu'a obtentlon d'un taux de glycogens d'envlron 
20 0/0 conformement ^ cet exemple, en comparaison 
avec des bllles t6moins prepar6es avec les memes 
levures et non soumises a un sSchage. fait I'objet de 
la figure 5. 

On peut constater a partlr de la courbe d*6volution 
des pressions au cours de prise de mousses que les 
biiles obtenues selon I'inventlon aprds s6chage 
conform6ment au proc6d§ selon rinvention et 
rehydratation ont un comportement essentiellement 
similaire aux biiles t6moins non soumises k un tel 
sechage. 

Exemple II : Elaboration de gel double couche 

On a pu observer que ia preparation des micro-or- 
ganlsmes inclus, par exemple dans des biiles, selon 
I'exemple I. aboutit ^ une tres bonne survle. 

Gependant, des recherches complementaires ont 
permis de determiner que les micro-organismes 
morts n'6talent pas r6partis unlformement dans la 
sphere du gel, de prdfdrence de I'alginate. 

La technique de dissolution pr^cedemment d6- 
crite permet de mettre en 6vidence cette repartition. 

On a represents & la figure 3 le sch§ma de la 
repartition spatiale des cellules mortes dans les 
particules de i'exemple i, qui sont monocouches, 
depuis la surface ext6rieure des particules. 

91 0/0 des cellules mortes se r§partissent dans les 
400 premiers microns d'une sphdre de 4 mm de 
diametre. 

Les experiences realisees par les inventeurs ont 
permis de demontrer que I'on peut am§liorer 
sensiblement la survle des micro-organismes si i'on 
prepare des gels double couche, c'est-a-dire com- 
prenant une couche Interne ou noyau inciuant les 
cellules de micro-organismes et une couche externe 
ou enveloppe de protection sensiblement depour- 
vue de cellules de micro-organismes. La technique 
correspondante pour la preparation de gel double 
couche, en particulier sous forme de biiles, est 
connue dans la littSrature pr6sent6e en debut de 
description, en particulier a partir de GB-1 158 662 
ou le document Microcapsules Processing and 
Technology (Asajl Kondo) 1979. page 62. 

Pour une meilleure comprehension, le schema de 
principe d'une buse ^ deux tubes concentriques est 
represente a la figure 4 pour rappel. Cette buse 10 
comprend un tube 12 axial, central dans lequel on 
introduit le m6lange d'une solution de gel. par 
exemple un gel d'alginate de sodium contenant en 
suspension les cellules de micro-organismes. 

Dans le tube externe 14 concentrique au tube 
interne 12, on introduit la solution de gel seuie, 
exempte de cellules de micro-organismes. par 
exemple de Talglnate de sodium, de manl^re & 
former des gouttes double couche comme cela est 
connu. 



II est pr6fer6 selon I'inventlon que la couche 
externe formant enveloppe protectrlce pr6sente une 
dpalsseur de 0,35 k 0,70 mm environ pour un 
diam6tre des bllles ou gouttelettes d'environ 4 mrn. 
5 Grtce k cette structure double couche, on aboutit 
done k 6viter de tuer des cellules de micro-orga- 
nismes lors du s6chage r6aHs6 comme prScedem- 
ment d§crit. 

10 Exemple 111 : Preparation de gel inciuant du 
Saccharomyces uvarum 

On proc6de comma indique a I'exemple 1, si ce 
n'est que Ton utilise comme souche de micro-orga- 
nismes une souche de brasserie. Saccharomyces 
15 uvarum. 

On obtient les memes resuitats avec une viabilite 
superieure k 90 o/o. 

Les reprises eh moOts de biere de 12,5 Plato et 
80 0/0 de sucres fenmentes cibles sont tout a fait 
20 satisfaisantes. 

Exemple IV : Preparation de gel Inciuant du 
Schizosaccharomyces 
On precede comme indique a i'exemple I, si ce 
25 n'est que i'on utilise comme micro-organismes une 
souche ciassique de Schizosaccharomyces. Cette 
souche est r6put6e pour donner de tr6s mauvaises 
survies dans des conditions de deshydratation 
ciassique. 

30 Cependant, selon I'inventlon, de mani6re totaie- 
ment Inattendue, on obtient des r6sultats compara- 
bles aux autres souches avec une viabilite super- 
ieure k 90 0/0 apr6s sechage et r6hydratation. 

35 Exemple V : Preparation de gel inciuant des cellules 
de Saccharomyces cerevisiae par deshydratation 
sous atmosphere contrdlde 
On prepare des biiles comme a i'exemple I. 
Les bllles sont placees dans des pots twist-off 
40 etanches (750 ml) dont Thumidite de l*air est 
contrdiee par des solutions satur6es de sels ou des 
solutions de glycerol. 

L'activite de I'eau est verifiee par refractometrie 
pour les solutions de glycerol ou par I'appareil 
45 NOVASINA EJ 3 pour les solution de sels. 

L'equilibre des biiles se fait par desorption. Apres 
250 k 300 h de mise en equilibre, la viabilite est 
mesuree comme prec6demment decrit. 
Les resuitats obtenus sont en general inferieurs 
50 k ceux obtenus par un sechage plus rapide en lit 
fluidise. 

On obtient les meiiieurs taux de consen/ation 
avec une activite de I'eau Interieure k 0,5. 
A une activite de 0.8 ou davantage. la survle des 
55 micro-organismes est inf6rieure k 5 o/o tandis qu'k 
une activite de 0.11 elle est superieure k 40 o/o. 

Exemple VI : Preparation de gel inciuant des cellules 
de Saccharomyces cerevisiae. par lyophilisation 
60 La preparation des bllles est identique k I'exemple 
I en utilisant de preference le saccharose comme 
substance hydrophile protectrlce k la meme 
concentration. 
Dans les conditions operatoires, une temperature 
• 65 de congelation de -30®C entraTne une moins bonne 
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conservation des structures des particules qu'une 
temp6rature de -75 k -80*»C avec une vltesse de 
refroidlssement plus rapide. 

Les particules congel6es sont disposfees dans un 
lyophilisateur USIFROID SMJ. 5 

La sublimation est pratlqu6e sous vide pouss§ ( < 
0.025 mmHg), le r6chauffement est effectu6 par 
paliers A -40°C. OX et 20*»C. 

Le cycle complet dure 24 h pour aboutir k une 
activity de Teau de 0,4. ^0 

Les taux de survie des cellules de mlcro-orga- 
nismes obtenues sont toujours sup6rleurs k BOX. 

Les conditions de rehydratation sont identiques k 
celles utilis6es dans Texemple I. 

15 

Revendications 

1. Proc6d6 de preparation de mlcro-orga- 
nismes Indus dans des gels au moins partielle- 20 
ment d6shydrat6s pr6sentant une viabillte ame- 
lior6e apr6s r6hydratation. comprenant : 

a) I'lnclusion de mlcro-organismes dans 
une solution de polymdre susceptible de 

se transformer en gel ; 25 

b) la gelification de cette solution conte- 
nant les micro-organlsmes de manlire k 
former un gel Incluant les micro-orga- 
nismes ; et 

c) le s6chage de ce gel Incluant les 30 
micro-organlsmes, pour obtenir un gel au 
moins partiellement d6shydrat6, 

caract6rls6 en ce qu'on pr6pare des gels 
incluant les micro-organismes ayant une 
forte concentration en substances hydro- 35 
philes que Ton soumet ensuite k ladite 
etapedesdchage. 

2. Proc6de selon la revendlcatlon 1, caract6- 
ris6 en ce que la substance hydrophile est d'un 
falble poids mol6culaire. ^ 

3. Proc6d6 selon la revendlcatlon 1 ou 2, 
caract6rls6 en ce que la substance hydrophile 
pr§cit6e est choisie parmi les polyols, tels que 
le sorbitol, I'lnositol, le glyc6rol ; les sucres, tels 

que le saccharose, le glucose, le fructose ; et 45 
encore mieux le saccharose. 

4. Proc§d6 selon Tune des revendications 1 
a 3, caract6ris6 en ce qu'on utilise le saccha- 
rose en une concentration au moins 6gale a 500 

g/l. de pr6f6rence environ 1 000 g/l de solution 50 
de polym6re susceptible de se transformer en 
gel. 

5. Procdd6 selon Tune des revendications 1 
k 4. caract6rtsd en ce qu'on realise une culture 

des cellules de micro-organlsmes jusqu'A ob- 55 
tentlon de la phase statlonnalre. ce qui con^es- 
pond en partlculler pour les levures k un falble 
taux de bourgeonnement ou d'initlatlon de 
division, de pr6f6rence inf6rleur 45 o/o, 

6. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 €0 
k 5, caract6ris§ en ce qu'on pr6pare un gel 
ayant une structure double couche comprenant 

une couche interne ou noyau de gel contenant 
les cellules de micro-organismes et une couche 
exteme ou enveloppe de gel sensiblement 65 



exempt de micro-organismes. 

7. Proc6de selon la revendlcatlon- 6. caracte- 
ris6 en ce que I'epalsseur de la couche externe 
ou enveloppe. dans le cas de billes ayant un 
diametre d'environ 4 mm, est inferieure k 0.8 
mm. 

8. Precede selon I'une des revendications 1 
a 7, caracterlsd en ce qu'on obtient la forte 
concentration en substances hydrophiles pr6- 
clt6e dans le gel par trempage du gel dans une 
solution de substances hydrophiles ayant ladite 
forte concentration, jusqu'a I'equilibre, puis en 
soumettant le gel k i'^tape de s^chage precitee. 

9. Procddd selon I'une des revendications 1 
k 8, caract^risd en ce qu'on realise un sdchage 
du gel Incluant les micro-brganismes, ayant la 
forte concentration precitee en substances 
hydrophiles, ]usqu'4 obtention d'une activity de 
reau inferieure a environ 0,5. 

10. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 
a 9, caractdrise en ce qu'on realise le sechage 
precite a une temperature voisine de 40°C et de 
pr6f6rence on augmente la temperature jus- 
qu'a atteindre environ 50°C en fin de s§chage. 

11. Precede selon Tune des revendications 1 
k 10, caracterise en ce qu'on realise le sechage 
pr6clt6 du gel incluant les micro-organismes, 
comprenant une forte concentration en subs- 
tances hydrophiles. dans un lltfluldis6. 

12. Proc6dd selon I'une des revendications 1 
k 10. caract6rls6 en ce qu'on realise un 
sechage du gel contenant les micro-orga- 
nismes, comprenant la forte concentration 
pr6citee en substances hydrophiles par une 
technique de lyophilisation sous vide, de prefe- 
rence une temperature de lyophilisation de 
I'ordrede-SOX ± 10°C environ. 

13. Precede selon Tune des revendications 1 
a 12, caracterise en ce qu'on conserve le gel 
contenant les micro-organismes, comprenant 
la forte concentration en substances hydro- 
philes precitee, au moins partiellement deshy- 
dratees, dans un embatlage etanche a la vapeur 
d'eau. qui est de preference malntenu a une 
temperature relativement basse, de preference 
d'environ 4°C, 

14. Precede selon la revendication 13, carac- 
terise en ce que cette conservation a lieu dans 
une atmosphere controiee tres appauvrie en 
oxyg6ne et enrichie en CO2. 

15. Precede selon Tune des revendications 1 
a 14. caracterise en ce que les micro-orga- 
nismes sont des levures, en partlculier du genre 
Saccharomyces, Schlzosaccharomyces. 

16. Utilisation des gels incluant des micro-or- 
ganismes. au moins partiellement deshydrates 
contenant une forte proportion en substances 
hydrophiles pour la preparation de boissons 
fermentees ou refermentees, ainsi que pour la 
preparation d'alcool ethylique, en partlculier 
ceux obtenus par le precede selon I'une 
quelconque des revendications 1415. 

17. Gels incluant des micro-organlsmes ayant 
une forte concentration en substances hydro- 
philes. 
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18. Gels selon la revendlcation 17, caract6- 
rises en ce que ces gels sont obtenus par le 
procede selon Tune quelconque des revendica- 
tlons 1 & 15. 6vemuellement a un etat rehydrate. 
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